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Bescheinigung 

Die Herren Gunther Maierhofer in 8000 Munchen 
und Gregor C e v c in 8011 Heimstetten haben eine 
Patentanmel dung unter der Bezeichnung 

"Verfahren zur Herstellung von Liposomen" 

am 24. August 1 990 beim Deutschen Patentamt "ei ngerei cht . 

Das angeheftete Stuck i st eine richtige und genaue Wie- 
dergabe der ur sprung! i chen Unterlage dieser Patentanmel dung . 

Die angeheftete Zu sammenf assung , die der Anmeldung beizu- 
fugen , aber kein Bestandteil der Anmeldung ist, stimmt mit 
dem am 24. August 1990 ei ngerei chten Original Uberein, 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die 
Symbole C 07 F 9/10 und A 61 K 9/127 der I n t er n a t i on a 1 en 
Patentklassifikation erhal ten . 



Munchen, den 4. November 1991 
Der Prasident des Deutschen Patentamts 

Im Auftrag 
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Verfahren zur Herstellung von Liposomen 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
und zyr Verwendung am Ort von Liposomen, das auch im indust riel len MaG- 
stab angewendet werden kann. 

Liposomen sind kugel formige Vesikel aus einer oder mehreren Lipid- 
Doppel schichten mit einem wassrigen Kern. Aufgrund dieses Aufbaus sind 
die Liposomen nicht nur als Model lsysteme fur das' Studium biologischer 
Membranen, sondern auch als Trager Fur eine Vielzahl wasser losl icher , 
amphiphiler und lipophiler Substanzen interessant, da solche Stoffe so- 
wohl in das Vesikelinnere eingebracht wie auch an oder in die Vesikel- 
wand eihgelagert werden konnen. Dem entsprechend erhalt die Anwendung 
von Liposomen auf vielen Gebieten wie Medizin, Molekularbiologie, Bio- 
technologie, Verfahrenstechnik und sogar Festkorpertechnologie eine 
zunehmende Bedeutung. 

Fur viele Anwendungen werden unter Umstanden groQe Mengen an Liposomen 
bendtigt, wobei zum Teil strenge AuFlagen bezuglich GroGe, Polydispersitat 
Ladung, biologischer und chemischer Vertraglichkei t , Stabilitat usw. ge- 
stellt werden, AuGerdem sollten die Liposomenpraparationen nicht selten 
steril hergestellt und gehalten werden. Die meisten Herstellungsrnethoden 
wurden jedoch fur Laboratoriumszwecke entwickelt und sind vielfach nur 
schwer in einen groGtechnischen MaGstab zu ubertragen. 

Zur Herstellung von Liposomen werden gegenwartig drei verschiedene Grund- 
ver fahren angewendet-, 

Bei der sogenannten Detergensme thode werden den die Membran ausbildenden 
Komponenten Detergenzien als Losungsvermi ttler zugesetzt, wobei eine 
wasserldsl iche Suspension vom Mischmizelien entsteht. Die Detergenzien 
werden dann durch diverse Verfahren, z.B. Dialyse, pH- oder Temperatur- 
sprung entfernt, wodurch die Vesikelbildung eingeleitet wird. Eine be- 
sondere Aus f uhrungsform dieser Detergensmethode wird in der EP 56 781 
beschrieben und fur die Herstellung von Liposomen im industriellen MaGstab 
vorgeschlagen. Jedoch ist die Verwendung von Detergenzien und ihre an- 
schlieGende Entfernung aus der Suspension der Mischmizelien sehr material- 
und zeitaufwendig. . . r 
Bei den In jekt ionsmethoden werden Ldsungen der doppelschichtbildenden 
Membrankomponenteri in einem qrganischen Lbsungsmit tel , z.B; in Ather oder 
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Athanol, in eine wassrige Losung eingespritzt . Diese Methode ist -jedoch 
nicht zur Herstellung hochkonzentrier ter Vesikelsuspensionen geeignet, und 
da sich das organische Losungsmi ttel nur unvollstandig entfernen laGt, 
verbleiben haufig biologisch bedenkliche Restanteile in der Preparation. 
Ein weiterer Nachteil iiegt darin, daQ die erhaltenen L iposomensuspensionen 
in der Regel sehr heterogen sind. 

Bei den mechanischen Vefahren werden die Liposomen durch Schutteln, mehr 
Oder minder heftigem Mischen, Aufprall und/oder Ultraschallbehandlung von 
doppelschichtbiidenden Substanzen in heterogener wassriger Suspension er- 
halten." Diese Verfahren sind jedoch meist energieaufwendig und wenig scho- 
nend,--sodaQ sieleicht zu Uberhitzung oder zu einem partiellen Abbau der 
membranbildenden Substanzen oder der einzuschlieQenden Wirkstoffe fiihren 
kbnnen. Die EP-A-102 324 als Beispiel eines solchen mechanischen Verfahrens 
beschreibt den Einsatz anionischer oder kationischer Tenside , urn die von 
auGen notwendige Energiezufuhr herabzusetzen, jedoch erfordert diese 
Methode die vorherige Bildung eines dunnen Films aus Membrankomponenten 
und Tensiden auf der GefaGoberflache, wodurch die GrbGe des Prapara t ions- 
ansatzes notwendigerweise beschrankt wird^ 

Die internationale Anmeldung WO 86/00238 beschreibt eine'Technik zur 
Produktion von Liposomen mit homogener GrbGenverteilung durch Extrusion 
durch ein oder mehrere Filter. Die Methode eignet sich jedoch nur zur Auf- 
trennung oder Fragmentierung von vorher gebildeten Liposomen. Sie erfordert 
die Anwendung hoher Drucke und fuhrt z.B. zu Lipidverlust und damit einher- 
gehender Filterverstopfung. 

Aufgabe 'der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren bereitzu- 
stellen, mit dessen Hilfe es mbglich ist, innerhalb kurzer Zeit und auf 
einfache und schonende Weise auch groGe Mengen homogener, konzentr ierter 
und gegebenenfalls steriler L iposomensuspensionen herzustellen. 
ErfindungsgemaG wird diese Aufgabe durch ein Verfahren gemaG Anspruch 1 
gelbst. 

Bei den die Doppelschicht des Liposoms ausbildenden Membrankomponenten 
handelt es sic^m k3 S^phile Lipoide bzw. Lipidsubstanzen der allgemeinen 
Grundstruktur X-Y, wobei X eine polare Kopfgruppe und Y einen apolaren 
Rest darstellt. Typischerweise sind die Membrankomponenten Lipide, vor- 
zugsweise aus. der Gruppe der Phospholipids, z.B. Phosphatidylathanolamin , 
Phosphatidsaure, Phosphat idylglycerirt, Phosphatidylcholin, Phospha tidyl- 
serin,. Phosphatidyl inositol ; der Glykolipide, z.B. Ganglioside oder 
Cloboside und deren Sphingol ipide, z.B. Sphingomy'elirie und Cerebroside. 
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Es sind jedoch .fur denseiben Zweck auch kunstlich hergestell te, in bio- 
logischen Systemen nicht auftretende Lipide oder Gemische solcher .Lipide 
mit naturlichen verwendbar. Besonders erwahnenswert sind die zweikettigen 
Derivate, die eine Phosphat- oder Sulfatgruppe tragen, Molekule, die an 
ein Disaccharid oder Oligosaccharid gekoppelt sind, Substanzen, die mit 
einem Oligopeptid verknupft sind oder ein bzw- mehrere Polymerreste tragen 
(wie z.B. Polyoxyethylene). 

Zur Herabsetzung der fur die Vesikularisierung notwendigen Energie werden 
diese Membrankomponenten zusammen mit einer oder mehreren randaktiven 
Substanzen eingesetzt, die denseiben strukturellen Grundtyp X-Y, wie hin- 
sichtlich der Membrankomponenten oben angegeben, aufwe ur spezieiie 

Ausfuhrungsformen der Erfindung kann es somit vorkommen, daG doppelschicht- 
bildende Membrankomponente und randaktive Substanz identisch sind, oder 
aber daG Membrankomponenten durch Zusatz von nichtl ipoiden Substanzen 
randaktiv werden. Die Kopfgruppe solcher randaktiven Molekule kann anio- 
nisch, kationisch, zwi t ter ionisch oder nicht ionisch sein. Die Verbindungen 
kbnnen sowohl einzeln als auch im Gemisch eingesetzt werden. 
Beispiele fur anionische Kopfgruppen sind Carboxylate, Sulfate, Sulfonate, 
usw.. Kationische Gruppen enthalten zumeist unterschiedliche Aminoder ivate 
und Ableitungen von positiv geladenen Aminosauren. Beispiele dafur sind 
z.B, Alkylammoniumbromid, Alkymono- und dimethylosid, Lysinderivate usw.. 
Der hydrophobe Teil besteht in der Regel aus Kohlenwasserstof fketten (z.B. 
Alkyl- oder Alkenoyl-, Acyl-, usw.), Steroiden oder ihren Subst ituenteh , 
Cholamidopropylderivaten, Cholaten (Glykocholat , Glykodeoxycholat , Tauro- 
cholat, Deoxycholat usw.), und viele andere mehr. Sie konnen geradkettig, 
yerzweigt, aliphatisch substi.tuiert , gesattigt oder teilgesattigt sein. 
Zwi tter ionische Kopfgruppen enthalten sowohl positiv als auch negativ 
geladene Gruppen. Beispiele dafur sind Aminoalkoholester der Phosphatid- 
saure, entsprechende Thioverbindungen , Betaine, Sul f obetaine , entsprechen- 
de Aminosaurederivate , usw.. Auch viele Lysophospholipide gehbren zu dieser 
Gruppe. Die Kopfgruppen der nichtionischen Amphiphile enthalten hauptsach- 
lich Hydroxylgruppen und gehoren z.B. den Klassen der Polyoxyethylene 
oder der Saccharide an. Die nichtionischen Gruppen sind typischerweise 
direkt (wie z.B. im Falle von Alkylglukosiden oder Alkyl thioglukosiden 
und Glukamiden), oder uber eine Ringstruktur (wie z.B. im Falle von 
Digitonin, Triton, Tween, usw.) an den hydrophoben Teil gebunden. ?, 

Er f indungsgemaG lassen sich als randaktive Substanzen zweckmaGig folgende 



Substanzklasseh oder Abwandlungen davon einsetzen: 

Alkylglukoside , Alkyl thioglukoside , Alkylmal toside, A lk yl dime thylaminoxide , 
Betaine und ihre quarternaren Derivate, Digitonine oder Gallensauren, 
Glukamide, diverse Substi tuenten von Polyoxyethylenen , CHAP- oder Big CHAP- 
Detergenzien , Lysolipide oder Lysophospholipide sowie amphiphile Oligo- 
und Polypeptide. Vertreter dieser Subs tanzklassen sind z.B. Polyoxyalkyl- 
ather (im Handel erhaltlich z.B. unter der 8ezeichnung Brij 35, Brij 56), 
Oc taa thy lenglykolmonododecyl a ther ,Nonaa thy lenglykolmonododecy lather, Cetyl- 
trimethylammoniumsalze, n-Octyl-N, N-Dimethylglycin, Dodecylmaltosid und 
-glukosid, Dodecyldime thylaminoxid , Polyoxyathylenisotridecalather , Poly- 
" ''dxyathylenmonolaurylather , Decaoxyathylenmonolaurylather , Laurylsul fa t , 
Digitonin, Big-CHAP, CHAPS, CHAPSO, Gramicidin, Mellitin, Polyoxyathy len- 
laurylather (m-Pigen PB), Polydocanol (Lubrol-PX), Octanoylrnethylglukosid , 
Nonanoyl-N-Methylglukamid, Nonidet P-40, Alkylthioglukosid, Taurocholat- 
salze, Taurodeoxycholatsalze , Nonaathylenglykol-Monododecylather (Tessid) , 
Nonaathylenglykol-Octy/phenolather (Triton X-100), Heptaa thylenglykol-Octyl- 
phenylather (Triton X-114), Lysolecithin, Lyso-Kephalin, Lyso-Phosphatid- 
saure, n-Octylsulfobetain und 3-Octyldimethylammoniurnpropan-l-oleat 
(Zwittergent 3-16, 3-14, 3-12, 3-10, 3-0x), Polyoxyathylensorbitan-mono- 
oleat, Polyoxyathylensorbitanmonolaurat , Pluronic F-127, und viele mehr. 
Eine weitere Gruppe, die jedoch demselben Grundtypus zugeordnet werden 
kann, sind Oligp- oder Polypeptide mit asymmetrischer Verteilung hydro- 
philer und hydrophober Teile. Zu dieser Gruppe gehorenz.B. etliche Toxine 
und Porenbildner , wie z.B. Gramicidin, Amphotericin usw. . Vorzugsweise 
werden randaktive Substanzen aus biologischen Quellen oder bioldgisch un- 
bedenkliche Materialien eingesetzt; dazu gehbren Gallensauren und ihre 
Derivate, Gluko-, Malto- und Thioglukoside sowie Polyoxyathylenderiva te . 
Besonders bevorzugt sind Na-Cholat, Alklyglukoside , Polyoxyathylender ivate , 
Sorbitol, Brij, Octy la thy lenglykolmonododecy la ther, Nonaathylenglykolmono- 
laurylather, Na-Deoxycholat , Dodecylmaltosid, m-Pigen PB, die Genapol-Reihe , 
sowie die Tween-Reihe. Sehr gut. geeignet sind auch Big-CHAP, CHAPS und 
CHAPSO, Deoxy-Big-^-CHAP, Bis-(2-Athylhexyl)-Natriumsulfosuccinat , Genaminox 
KC, Genapol X-80, X-100 und X-150, Lubrol PX, Mega-8, -9 und -10, N-P 40, 
Pluronic F-127, Na-Taurochola t , Tessid und peroxidfreie Tr iton-Detergenzien . 

In dem erfindungsgemalBen V/erfahren werden die Lipide bzw. Lipoide als 
. Membrankomponen ten entweder als solche oder gelost in einer geringen Menge 
eines geeigneten, mit Wasser mischbaren Lbsungsmi ttels mit einer wassrigen 
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Lbsung der randaktiven Substanzen kombiniert. Die wassrige Losung kann 
auGerdem Salze enthalten und z.B. eine physiologische Kochsalzldsung 
sein. 

Gegebenenfalls konnen weitere ubliche Zusatz- und Hiirsstoffe wie Mem- 
branstabilisatoren (z.B. Cholesterixi , Tocopherol usw..), Konservierungs- 
stoffe (z.8. Antioxydantien wie Ascorbinsaure Oder Antibiotika ) , Farb- 
mittel, Riechstoffe, konsis tenzandernde Mittel eingesetzt werden, die 
dem System zu jedem beliebigen Zeitpunkt entweder zusammen mit den 
Membrankomponenten und randaktiven Substanzen oder aber getrennt von ihnen 
zugefuhrt werden konnen. Im Bedarfsfall konnen der liposornalen Suspension 
auch Gelbildner, z.B- Carbopol, Hostacerin PN 73, Tylose, Rhodigel usw, , 
zugesetzt werden. 

Die Vesikelbildung erfolgt, indem man die auf diese Weise erhaltene 
heterogene Mischung durch ein Filter passieren laGt. Das molare Verhaltnis 
L/D von lipoiden bzw. lipiden Membrankomponenten (L) zu randaktiven Sub- 
stanzen (D) liegt hierbei zweckmaGig zwischen 1 und 20, bevorzugt zwischen 
2 und 6, besonders bevorzugt zwischen 3,1 und 5,5. Bei zu niedrigen L/D- 
Werten werden Mischmizellen erhalten, bei L/D-Werten von grbGer als 20 
steigt der zur Filtration nbtige Druck stark an, und die so hergestellten 
Liposornen neigen zu Fusion und Aggregation. Man arbeitet vorzugsweise bei 
einem geringen Uberdruck von 1 bis 6 bar. Der Porendurchmesser der Filter 
liegt zweckmaGig zwischen 0,1 und 0,8 jim, vorzugsweise zwischen 0,15 und 
0,3 n.m. Soil die Liposomenprapara tion steril erhalten werden, so betragt 
die obere Grenze des Porendurchmessers 0,22 p.m. 

Das Filtermaterial spielt hierbei kaum eine Rolle. So konnen z.B. Membranen 
aus Zelluloseacetat oder Zell'uloseni trat , aus reiner Zellulose, aus Nylon, 
aus Polycarbonat, oder Membranen auf anorganischer Basis eingesetzt werden. 
Die Herstellungstemperatur wird der Nutz- und Tragersto f fwahl angepaGt und 
lieg^ e z C wT^he^i 0 und 95 °C. Vorzugsweise arbeitet man in einem Temperatur- 
bereich von 18 - 70 °C; besonders bevorzugt fur die Lipide mit fluiden 
Ketten ist der Temperaturbereich zwischen 18 und 38 °C, fur die Lipide mit 
geordneten Ketten zwischen 45 und 60 °C. 

Der pH-Wert liegt zweckmaGig in einem Bereich von 1 - 10. Vorzugsweise wird 
im pH-Bereich zwischen 5,5 und 8, besonders haufig zwischen 6,5 und 7,5 
gearbeitet. 

Die zu verkapselnden Wirkstoffe konnen dem System sofort zugefugt werden, 
sodaG ihr EinschluG spontan bei der Bildung der Liposornen erfolgt. Die 



Verkapselung der Wirkstoffe ; kann jedoch auch erst nach Herstellung der 
Liposomen erfolgen, indem man die fertige Liposomenpraparation unter 
mechanischer Agitation in ein den jeweiligen Wirkstoff oder die Wirk- 
stof fkombination enthaltendes Losungsmi ttel , vorzugsweise Wasser, 
oder in einen flussigen Wirkstoff selbst bringt. Die einzukapselnden 
Wirkstoffe unterliegen keiner Beschrankung . Es konnen sowohl vbllig 
wasserlosliche als auch ganz unpolare fettlosliche MolekCile in die 
Lipidvesikel eingeschlossen werden. Vorzugsweise werden jedoch mehr oder 
weniger amphiphile Wirkstoffe in oder an die Vesikel gebracht, weii solche 
die beste Stabilitat gepaart mit einer optimalen Wirkung gewahrleisten. 
Die Wirkstoffe konnen beispielsweise aus dem Bereich der Arzneimi t tel , der 
Diagnostika, der Kosmetika, oder aus biologisch aktiven Substanzen ausge- 
wahlt sein. Die EinschluGausbeute hangt sowohl von den Vesikelamphiphilen 
als auch von den Wirkstoffen und sonstigen Systemkomponenten ab und kann 
im Falle wasserloslicher Substanzen uber 80?o und im Falle von fettlbsli- 
chen Substanzen bis zu 100% betragen. Wenn wasserunlbsliche Substanzen nicht 
direkt in die Lipiddoppelschicht der Liposomen eingebaut werden, kann das 
Lipid- zu Nutzstof fverhaltnis den Wert von 1 unterschreiten. Vorzugsweise 
arbeitet man mit weniger als 50% der Nutzsubstanz , besonders bevorzugt 
sind die Anteile unter 10% bezogen auf die Grundlipidsubstanz. Im Falle von 
wasserldslicheri Substanzen kann der "Wirkstoff "-Anteil bis zu betragen; 
vorzugsweise arbeitet man mit weniger als 15%, besonders bevorzugt ist der 
Anteil von einigen wenigen Prozent bezogen auf das Gesamtvolumen . 
Das erf indungsgemaBe Verfahren ermoglicht auch die sofortige Herstellung 
der liposomalen Suspension (z.B. eines liposomalen Arzneimittels ) direkt 
am Ort der Anwendung (z.B. Klinik, Arztpraxis, Apotheke usw.) bzw. Verwen- 
dung. Somit lost es etwaige Lagerungs- und/bder Stabili tatsprobleme der 
liposomalen Suspension bzw. des Arzneimittels. Hierbei werden die doppel- 
schichtbildenden amphiphilen Lipide bzw. Lipoide, die randaktive Substanz 
sowie der zu verkapselnde Wirkstoff einzeln, als Zwei- oder Dreikbmponen- 
tengemisch in Form der Trockensubstanzen in geeigneten GefaGen gelagert. 
Die heterogene Mischung wird erst kurz vor der Applikation gebildet und 
durch ein Filter gepreGt. S tabilitats- und Lagerungsprobleme der liposoma- 
len Suspension werden dadurch auf sehr einfache Weise gelbst. 
Es wurde uberraschenderwe ise gefunden, daG das er f indungsgemaBe Verfahren 
die Herstellung von Liposomen ermoglicht, die transkutane Wirkung zeigen, 
z.B. Liposomen mit Analgetika, Antiphlogistika usw.. Die Wi rkungsdauer 
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eines liposomal verkapsel ten Wirkstoffs ist nicht nur gegenuber dem 
freien Wirkstoff verlangert, sondern auch im Vergleich mit Liposomen- 
praparationen, die nach bekannten Verfahren, z.B. Ultraschallbehandlung, 
erzeugt warden. Die erf indungsgemaO erzeugten Liposomen erlauben also 
nicht nur eine sehr hohe- Penetration des Wirkstoffs durch die Haut und 
Schleimhaute, sondern sie stellen gleichzeitig auch ein verbessertes 
System zur kontrollierten Wirkstof f-Freisetzung dar. Fur diese Wirkung 
spielt sowohl die bei der Bildung der Liposomen eingesetzte randaktive 
Substanz als auch die Art, Form, oder die Zusammensetzung der Liposomen 
eine entscheidende Rolle. 

Das erfindungsgemaGe Verfahren ist "unabhangig von der GrdGe der zu ver- 
arbeitenden Ansatze anwendbar. Es kdnnen sowohl Ansatze im LabormaGstab, 
d.h. kleiner als 2 ml, als auch Ansatze im groGtechnischen MaGstab, also 
von grbGer als 100 Liter, bequem verarbeitet werden. Es ist auf diese 
Weise moglich, sowohl hochkonzentrierte als auch sehr homogene Liposomen- 
suspensionen zu erhalten, wobei die GrbGe der Liposomen gleichermaGen 
durch die absoluten und relativen Konzentrationen und Eigenschaften der 
Systembestandteile, z.B. durch das molare Verhaltnis L/D von Membrankom- 
ponenten und randaktiven Substanzen oder durch die Natur der v/erkapselten 
Wirkstoffe, wie auch von den Umgebungsparametern, z.B. dem Porendurch- 
messer, Uberdruck, bzw. FlieGgeschwindigkeit usw. beeinf luGt wird. 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die vorliegende Erfindung ohne sie 
zu begrenzen. 

Beispiele 1-9 

1,5 g Sojalecithin (98 %iges Phosphatidylcholine PC) wurden in 1,5 ml 
Athanol abs . geldst; verschiedene Mengen an Natriumcholat wurden in 27 ml 
0.,9 % Kochsalzlbsung gelbst. Beide Ldsungen wurden vereint, die Mischung 
anschlieGend bei geringem Uberdruck (1-6 bar) durch ein Sterilfilter mit 
0.22 u.m PorengrbGe passieren gelassen. Die Tabelle zeigt den mittleren 
Durchmesser der erhaltenen Liposomen in Abhangigkeit vom molaren Verhalt- 
nis L/D von Lipid zu Cholat. 
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Tabelle 



Beispiel 


L/0 


Cholat 


Lipidkonz. 


Cholatkonz. 


GroGe 






total ' (mg) 


mg/ml 


mg/ml 


nm 0 


1 


2.0 


400 


50 


.13.3 


198 


2 


2.52 


320 


50 


10.6 


115.3 


3 


2.69 


300 


50 


10.0 


11-3.7 




2.88 


280 


50 


9.3 


113.7 


5 


3.12 


260 


50 


8.6 


113.4 


6 


3.36 


240 


50 


8.0 


134.9 


7 


3.66 


220 


50 


7.3 


142.7 


8 


4 .03 


200 


50 


6.6 


205.4 


9 


8.1 


100 


50 


3.3 


224.0 



Prapa rat ions vol umen 30 ml; PC total 1500 mg, Filter 0.22 \Lm 
Beispiele 10 und 11 

Es wurde in gleicher Weise wie oben verfahren, jedoch wurde als randaktive 
Substanz Natr iumdeoxycholat eingesetzt. Die Lipidkonzentrationen betrugen 
AO mg/ml (L/D = 9.7) oder 88 mg/ml (L/D = 4.0). Es warden Liposomen der 
GrbQe 750 nm bzw. 166.8 nm erhalten. 

Beispiel 12 

Es wurde wie oben verfahren, wobei 500 mg PC und als randaktive Substanz 
71 mg Gramicidin (L/D = 10.0)- eingesetzt wurden. 

Beispiel 13 

Es wurde wie oben verfahren, wobei 1500 mg PC und als randaktive Substanz 
100 mg Stearylamin (L/D = 5.0) eingesetzt wurden. 

Beispiel 14 

Es wurde wie oben verfahren, wobei 1500 mg PC und als randaktive Substanz 
100 mg Hexadecyl t rimethylammoniumbromid (L/D = 6,84) eingesetzt wurden. 

Beispiele 15 - 17 

Es wurde wie. oben verfahren, wobei die Lipidkonzentrationen 50, 100 und 
150 mg/ml betrugen und als randaktive Substanz 8rij.56 (Polyoxyathylen- 
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ather; 10 Cetylather) in einer Konzentra t ion eingesetzt wurde, daQ das 
Verhaltnis L/D 4.0, 5.0, 6.0, 7.3, 8.5 Oder 21.25 betrug. 

Beispiel 18 

In sterile Flaschchen mit Septum werden im Reinraum abgefullt: 
Flaschchen 1: 50 rng Amphotericin B + 41 mg Na-Deoxychola t (entspricht der 

sich im Handel befindlichen Zusammensetzung ) 
Flaschchen 2: 1000 mg PC, 100 mg Na-Cholat 
Flaschchen 3: 1 ml Athanol abs. 

Flaschchen 4: 10 ml polares wassriges Lbsungsmittel , z.B. 0.9% Kochsalz- 

ldsung, PBS (10 mM* Phbspfiatpuf f er, 0,9% NaCl) Oder Wasser, steril 
Mit einer Spritze werden die 10 ml wassriges Lbsungsmittel aus Flaschchen 4 
entnommen, in Flaschchen 1 uberfuhrt und der Wirkstoff gelbst. In gleicher 
Weise wird der Athanol aus Flaschchen 3 in Flaschchen 2 uberfuhrt und das 
Lipid mit dem Na-Cholat gelbst. Sind die Trockensubstanzen in den jeweili- 
gen Losungsmi tteln gelbst (Dauer ca . 5 Minuten), wird die Wirkstof flbsung 
in eine Spritze aufgezogen, anschlieGend in die gleiche Spritze das ge- 
lbste Lipid und durch leichtes Schutteln von Hand oder vorsichtiges Hin- 
und Herbewegen des Spri tzenkolbens die heterogene Grundmischung gebildet. 
Auf die Spritze werden anschlieGend ein steriler Filtrationsvorsatz, z.B- 
Minisart 0.22 jam Porendurchmesser , und eine Kanule auFgesetzt. Mit leich- 
tem Druck wird die Grundmischung direkt Liber ein Septum in die entsprechen- 
de Infusionslbsung, z.B. 5% Fructose-Lbsung, zur anschl ieGenden iritrave- 
nbsen Applikation filtriert. 

Die hier verwendete Wirksubstanz Amphotericin B ist im pH-Bereich 6-7 
wasserunlbslich, kann aber mit Hilfe von randaktiven Substanzen gelbst 
werden. 

Sollen Wirksubstanzen, die schwer oder nicht wasserldsl ich sind, sich nicht 
oder nicht in ausreichender Menge in Athanol bzw. einer athanolischen 
Lipidlbsung Ibsen und sich auch nicht in ausreichender Menge mit Lbsungs- 
vermittlern und/oder randaktiven Substanzen in vorstehend geschilderter 
Weise Ibsen lassen, in gleicher Weise liposomal verkapselt werden, nimmt 
man solche Wirksubstanzen zunachst mit anderen organischen Lbsungsmitteln, 
z.B. Methanol, Chloroform oder Gemische davon, auf, mit oder ohne rand- 
aktive Substanz, und uberfuhrt sie an einem Vakuumrotationsverdampfer zur 
Trockne. Dieses Verfahren kann auch kontinuierlich sein. Durch Nach- 
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trocknung unter Vakuum werden letzte Spuren an organischem Losungsmit tel 
quantitativ entfernt, die Trockensubstanz dann portionsweise abgefCillt. 

Beispiel 19 

Das nachfolgende Beispiel ist stellvertretend fur alle wasserlosl ichen 

Wirkstoffe, die durch Filter mit PorengrdGe 0,1 - 0,8 ^im, vorzugsweise 

0,15 - 0,3 |im, filtrierbar sind, Es werden abgefullt in: 

Flaschchen 1: 600 mg Natr iumascorbat 

Flaschchen 2: 1000 mg PC + 150 mg Na-Cholat 

Flaschchen 3: 1 ml Athanol abs. 

Flaschchen 4: 19 ml 0.9% Kochsalzlosung 

Zum Losen der Trockensubs tanzen werden mit einer Spritze Inhalt von 
Flaschchen 4 in Flaschchen 1 uberfiihrt, Inhalt von Flaschchen 3 in 
Flaschchen 2. AnschlieOend werden beide Losungen mit einer Spritze auf- 
genommen, in der Spri t^ gemischt und mit leichtem Uberdruck durch einen 
Filtrationsvorsatz , z.B. Minisart 0.22 ^im, filtriert. 
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Patentanspriiche : 



1. Verfahren zur Herstellung von Liposomen, dadurch gekennzeichnet, daG 
man doppelschichtbildende amphiphile Lipide bzw* Lipoide als Membran- 
komponenten entweder geldst, in einem mit Wasser mischbaren organi- 
schen Ldsungsmittel, oder als solche mit einer wassrigen Losung von 
mindestens einer randaktiven Substanz, die gegebehenfalls auch 
den zu verkapselnden Wirkstoff enthalten kann, kombiniert, und die 
so erhaltene heterogene Mischung anschlieGend durch ein Filter 
passieren laGt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daQ die Membran- 
komponenten ausgewahlt sind aus biologischen Lipiden, Phosphol ipiden , 
Glykolipiden, Sphingolipiden , oder Sterolen. 

3. Verfahren r>ach mindestens einem der Anspruche 1 bis 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG die Membrankomponenten ausgewahlt sind aus Phosphat idyl- 
cholin , Phosphat idylathanolamin , Phosphat idylglycer in, Phospha tidsaure , 
Phosphatidyl serin, Phosphatidyl inosi tol , Cardiol ip in , Sphingomyelin , 
Gangliosiden , Globosiden und Cholestecin und seinen Derivaten. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG die randaktiven Substanzen ausgewahlt sind aus Gallen- 
sauren und ihren Derivaten, Glukosiden, Maltosiden, Thioglukosiden, 
Polyoxyathylenderivaten, porenbildenden Antibiotika oder Lysophospho- 
lipiden. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG die randaktiven Substanzen ausgewahlt sind aus Na-Cholat, 
Na-Deoxycholat , Na-Taurochola t , Na-Glykocholat , Mega 10, Mega 9, Mega 8, 
Octyl-G-thioglukopyranosid, Heptyl-G- thioglukopy ranosid, Decyl- , Nonyl- , 
Octyl-, Heptyl-, Hexyl-Glukopy ranosid , Dodecyl- oder Decyl-G-Mal tosid , 
Genapol X 080, X 100, X 150, C^Eg, C 12 E g , Tessid, Lubrol PX, Genapol 

C 100, Brij 35, Brij 56, Brij 76,' Trikolal 8, Lysophospha t idylcholin , 
Lysophospha tidsaure, Lysophospha t idylathanolamin, Lysophosphat idyl- 
glycer in, 

,6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG das molare Verhaltnis L/D von Membrankomponenten (L) zu 
randaktiven Substanzen (D) 2 bis 20, vorzugsweise 2 bis 6, besonders 
bevorzugt 3,1 bis 5,5 betragt. 
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7. V/erfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG das polare LSsungsmi ttel Wasser, eine wassrige oder 

. nichtwassrige, jedoch assoziierende Losung ist. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG die Filtration bei einem geringen Uberdruck, insbesondere 
1 bis 6 bar erfolgt. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG die PorengroGe des Filters 0,1 - 0,8 p.m, insbesondere von 
0,15 - 0,3 und ganz besonders bevorzugt 0,18 - 0,22 jirn ist. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG mindestens einer der ublichen Hilfs- oder Zusatzstof fe , 
vorzugsweise Gelbildner, Membranstabilisatoren oder Konservierungsmi ttel 
verwendet wird . 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekenrw 
zeichnet, daG bei Abwesenheit des Wirkstoffs in der Losung oder Suspen- 
sion die Einkapselung des Wirkstoffs in die Liposomen nach deren Bil- 
dung erfolgt. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet , daG die Liposomen erst kurz vor der Applikation, insbeson- 
dere am Ort der Anwendung, hergestellt werden. 

13. Verwendung der nach einem der Anspruche 1 bis 12 hergestellten Lipo- 
somen , insbesondere zur Verstarkung, Beschleunigung oder sonstigen 
Cptimierung des Transports von Liposomen und /oder Wirkstof fen durch 
die Haut, Schleimhaut oder andere Barrieren epithelialen Ursprungs - 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
Liposomen. bei dem man doppelschichtbildende amphiphile 
Lipide bzw. Lipoide als Membrankomponenten entweder gelost 
in einem mit Wasser mischbaren organischen Losungsmittel , 
Oder als solche mit einer waSrigen Losung einer randaktiven 
Substanz, die gegebenenf alls auch den zu verkapselnden 
Wirkstoff enthalten kann, kombiniert, und die so erhaltene 
heterogene Mischung anschlieBend durch eine Filter passie- 
ren laBt. 
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